第 37 卷 第 8 期 生 态 学 报 Vol.37,No.8 
2017 年 4 月 ACTA ECOLOGICA SINICA Apr ,2017 


DOI: 10.5846/stxb201511162317 

王 雪 芹 , 王 光 华 , 乔 飞 , 高 其 康 , Kong Luen HEONG, 祝 增 荣 , 程 家 安 .高 通 量 测序 及 其 在 食物 网 解析 中 的 应 用 进展 .生态 学 报 ,2017,37(8) : 
2530- 2539. 

Wang X Q, Wang G H, Qiao F, Gao Q K, Kong Luen HEONC, Zhu Z R, Cheng J A.Progress on high-throughput sequencing and its applications in food 
web analysis. Acta Ecologica Sinica , 2017 ,37(8) :2530-2539. 


高 通 量 测 序 及 其 在 食物 网 解析 中 的 应 用 进展 


e X JEU, Kong Luen HEONG'?, 3639 47, 


J> 1,2 B 1,2 1,2 
IFF EAA qe CES, 


1 浙江 大 学 水 稻 生物 学 国家 重点 实验 室 , 杭州 ”310058 
2 浙江 大 学 昆虫 科学 研究 所 , 杭州 ”310058 
3 浙江 大 学 农 生 环 学 部 分 析 测 试 中 心 , 杭州 ”310058 


摘要 :高 通 量 测 序 是 DNA 测序 技术 发 展 中 的 重大 突破 , 它 的 出 现 为 现代 生物 科学 研究 提供 了 前 所 未 有 的 机 遇 , 例 如 基于 猎物 和 
寄主 植物 DNA 分 子 解析 生态 系统 的 食物 网 研究 已 逐渐 成 为 捕食 性 动物 与 植 食性 动物 食物 网 研究 的 新 型 模式 。 在 简要 总 结 
Roche 454 Illumina 和 Ion Torrent 为 代表 的 第 二 代 测 序 技术 的 原理 及 最 新 进展 的 基础 上 ,综述 了 近年 来 利用 高 通 量 测序 技术 在 
捕食 性 和 植 食 性 动物 食物 网 解析 构建 研究 方面 取得 的 最 新 进展 及 存在 的 问题 ,以 期 为 探索 捕食 性 和 植 食性 动物 的 猎物 /寄主 范 
围 . 猎 物 /寄主 转换 .资源 分 配 .生物 防治 .生物 保护 和 生态 恢复 新 方法 提供 思路 和 局 发 。 

关键 词 :第 二 代 测 序 ; 捕 食 / 植 食性 动物 ;营养 关系 ;食物 转换 ; 宏 条 形 码 技术 
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1970 年 代 中 期 ,英国 生物 化 学 家 Sanger 发 明了 Sanger 测序 法 ( 双 脱 氧 核 苷 酸 末端 终止 法 ) ,为 科研 人 员 
开启 了 深入 研究 生命 遗传 密码 的 大 门 ,Sanger 也 因此 获得 1980 年 的 诺 贝 AR4ESE3EU? . By 1977 年 以 Sanger 
法 为 代表 的 第 一 代 测 序 技术 帮助 人 们 完成 了 第 一 个 完整 基因 组 图 谱 的 绘制 以 来 ,测序 技术 不 断 发 展 进步 。 进 
A 21 世纪 后 ,以 Roche 454 Ilumina 和 Ion Torrent 等 测序 系统 为 代表 的 第 二 代 测 序 技术 诞生 ,使 得 对 一 个 物 
种 的 转录 组 和 基因 组 进行 细致 全 貌 的 分 析 成 为 可 能 钻 。 第 二 代 测 序 技术 又 称 高 通 量 测序 技术 ( High 
Throughput Sequencing, HTS) ,下 一 代 测 序 技术 (Next Generation Sequencing, NGS) , 它 能 一 次 并 行 对 几 十 万 到 
几 百 万 条 DNA 分 子 进行 序列 测定 ,具有 测序 通 量 高 速度 快 及 成 本 低 等 优点 ,是 DNA. 测序 发 展 历程 的 一 个 里 
程 碑 , 使 人 们 进入 了 基因 组 和 后 基因 组 时 代 扩 ,为 现代 生命 科学 研究 提供 了 前 所 未 有 的 机 遇 。 

基于 高 通 量 测序 技术 获得 生物 特异 性 基因 识别 DNA. 条 形 码 序列 的 扩 增 子 测序 方法 IJ DNA 宏 条 形 码 
技术 (DNA Metabarcoding)。 该 技术 可 将 整个 混合 样本 的 DNA 片段 扩 增 后 再 进行 高 通 量 测序 ,进而 确定 取样 
环境 中 生物 的 分 布 状 况 ,目前 已 用 于 微生物 和 动物 等 环境 DNA. (Environmental DNA, eDNA) 科学 方面 的 研 
RS, DNA 安 条 形 码 技术 具有 快速 .灵敏 .可 重复 ,高效 及 省 时 省 力 等 优点 ,不仅 为 生物 多 样 性 调查 提供 了 
高 效 有 力 的 方法 ,而 且 在 环境 监测 .资源 管理 和 生态 评估 等 方面 具有 重要 的 意义 。 

食物 网 是 生物 群落 内 各 物种 之 间 和 营养 关 系 的 基本 联系 ,反映 了 自然 界 各 种 生物 之 间 相 互 依 存 、 相 互 制约 、 
协同 进化 等 互 作 关系 的 自然 属性 ,其 研究 结果 可 直接 体现 生态 群落 的 功能 结构 ,因此 物种 间 食 物 网 的 研究 始 
终 是 生态 学 中 非常 重要 和 活跃 的 研究 领域 '" 1。 近年 来 ,基于 DNA 安 条 形 码 技术 分 子 解析 构建 捕食 者 -猎物 
和 植 食 者 -植物 营养 关系 研究 发 展 迅速 ,并 逐渐 成 为 食物 网 研究 的 新 型 模式 5 ,高 通 量 测序 的 出 现 为 研究 捕 
食性 和 植 食性 动物 复杂 的 食物 网 提供 了 前 所 未 有 的 机 遇 ! ” 。 本 文 在 简要 总 结 以 Roche 454 .Ilumina 和 Ion 
Torrent 为 代表 的 高 通 量 测序 技术 原理 及 最 新 进展 的 基础 上 ,综述 了 近年 来 基于 高 通 量 测序 的 DNA 宏 条 形 码 
技术 在 食物 网 解析 构建 方面 的 应 用 现状 和 发 展 前 景 ,以 期 为 探索 捕食 / 植 食性 动物 的 猎物 /寄主 范围 猎物/ 寄 
主 转换 .资源 分 配 、 生 物 防 治 、 生 物 保护 和 生态 恢复 新 方法 提供 思路 和 启发 。 


1 高 通 量 测序 技术 原理 及 发 展 


第 二 代 测 序 技术 以 高 通 量 低 成 本 为 其 主要 特征 ,并 在 此 基础 上 保持 了 第 一 代 测 序 技术 的 高 准确 性 。 第 二 
代 测 序 技术 主要 包括 基于 合成 测序 (Sequencing by synthesis, SBS) 的 Roche 454, Ilumina 和 Ion Torrent 测序 
技术 六 四。 
1.1 Roche 454 测序 技术 原理 

2005 年 ,454 生命 科学 公司 生产 了 第 一 台 商品 化 的 高 通 量 测序 仪 -基因 组 测序 2017! , 454 测序 仪 利用 焦 
磷酸 法 测序 (Pyrosequencing ) ,其 原理 是 :首先 将 长 度 合 适 的 单 链 DNA. 片段 连接 测序 接头 和 模板 接头 制备 成 
样品 文库 (图 1A 中 文库 制备 ) 。 将 固化 引物 的 磁 珠 与 样品 文库 制 成 “一 个 磁 珠 = 一 个 DNA 片段 ”的 微 反应 
顺 , 进 行 多 轮 油 包 水 乳 滴 PCR (emulsion PCR, emPCR) 后 ,每 个 磁 珠 表面 都 结合 了 数 千 个 相同 的 DNA 拷贝 , 形 
成 “一 个 磁 珠 = 一 个 读 长 序列 ”( 图 1A 中 模板 制备 ) 。 然 后 富 集 磁 珠 到 微 孔 板 上 ,每 个 微 孔 容纳 一 个 磁 珠 , 微 
孔 板 为 流通 池 的 一 部 分 ,其 中 一 面 通过 测序 反应 的 化 合 物 ,为 一 面 则 与 CCD 光学 检测 系统 的 光纤 相 接触 。 碱 
基 测 定 采 用 边 合成 边 测序 ,利用 ATP. fi BEL ENA CR BTE — VER ECTE SG) DNA 链 上 释放 焦 磷酸 基 团 
(PPi) 光 信号 (图 1A 中 测序 技术 ) 。 顺 次 向 流通 池 中 加 入 4 种 dNTP 中 的 一 种 ,通过 每 个 微 孔 之 中 释放 的 光 
言 号 确定 DNA 模板 上 的 互补 碱 基 , 从 而 实现 对 DNA. 片段 的 准确 快速 测定 5 。 目 前 454 技术 平台 读 取 长 度 
达到 600 一 1000bp ,使 得 后 继 的 序列 拼接 工作 更 加 高 效 、 准 确 , 但 测序 通 量 相对 较 低 和 成 本 较 高 是 其 发 展 的 瓶 
颈 ( 表 1)。 近 年 来 , 随 着 测序 技术 的 发 展 ,后 来 上 市 的 测序 仪 (如 lumina 的 MiSeq 和 Life Technologies 的 Ion 
Torrent 系统 ) 更 是 将 454 仪器 排挤 到 研究 边缘 ,因此 罗氏 关闭 了 454 义务 ,联合 PacBio 公司 发 展 第 三 代 测 序 
HRI, 
1.2 Illumina 测序 技术 原理 

Illumina 公司 的 Genome Analyzer 于 2006 年 问世 。 首 先 把 待 测序 列 打 断 成 200—500 bp 的 小 片段 ,两 端 加 
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上 不 同 的 接头 ,连接 载体 ,构建 单 链 DNA 文库 (图 1B 中 文库 制备 ) DNA 转移 到 表面 固定 有 很 多 接头 的 8 泳 
道 微 纤维 板 组 成 的 流动 模 , 向 反应 体系 中 添加 核 背 酸 和 酶 ,进行 桥 式 PCR (Bridge PCR) Bridge PCR 以 流动 
槽 表面 固定 的 接头 为 模板 ,将 桥 型 单 链 DNA. 扩 增 成 桥 型 双 链 DNA ,经 过 不 断 的 变性 扩 增 循环 ,每 种 单 链 DNA 
都 在 各 自 的 位 置 产 生 约 2000 个 分 子 的 高 密度 DNA S (EE 1B 中 模板 制备 ) DNA VETE Genome Analyzer 综合 
分 析 仪 上 进行 序列 分 析 。 向 反应 体系 中 同时 添加 DNA. 聚合 酶 .接头 引物 和 带 有 碱 基 特 异 荧光 标记 的 4 种 
dNTP。 由 于 这 些 dNTP 的 3’ 羟基 被 化 学 方法 保护 ,因而 每 轮 合成 反应 都 只 能 添加 1 个 dNTP。 在 dNTP 被 添 
加 到 合成 链 上 后 ,未 使 用 的 游离 dNTP 和 DNA 聚合 酶 会 被 洗 脱 。 加 入 激发 奖 光 缓冲 液 , 用 光学 设备 记录 激光 
激发 的 荧光 信号 ,再 通过 计算 机 分 析 转 化 为 测序 结果 。 信 和 号 记录 完成 后 ,加 入 化 学 试剂 溢 灭 奖 光 信号 并 去 除 
dNTP 的 3’ 羟基 保护 基 团 ,进行 下 一 轮 测序 反应 (图 1B 中 测序 技术 )" HAT Humina 最 新 的 测序 平台 的 读 
取 长 度 可 以 达到 2x150 bp( Hiseq 4000) ,2x300 bp ( Miseq300), 通 量 高 和 成 本 较 低 是 其 占据 市 场 的 优势 
( 表 1)。 
1.3 Ion Torrent 测序 技术 原理 

Ion Torrent 测序 原理 是 在 半导体 芯片 的 微 孔 中 国定 纳米 尺度 的 连接 100 万 条 相同 DNA. 片段 的 磁 珠 (Ion 
Sphere" ) 形 成 微型 反应 池 ( 图 1C 中 模板 制备 ) ,随后 依次 挫 入 ACGT。 随 着 每 个 碱 基 的 摊 入 ,释放 出 氧 离子 ， 
改变 反应 溶液 的 pH 值 ,离子 传感器 检测 到 pH 变化 后 ,实时 判读 碱 基 , 即 刻 从 化 学 信息 转变 为 数字 电子 信息 
(图 1C 中 测序 技术 ) 5 。 这 种 方法 直接 检测 DNA. 的 合成 , 少 了 CCD 扫描 ,荧光 激发 等 环节 ,大 大 缩短 了 运行 
时 间 。 这 种 技术 跟 芯 片 连接 在 一 起 ,使 得 生物 学 和 计算 机 学 完全 融 为 一 体 , 创 造 了 技术 上 的 革新 。 

Ion Torrent 测序 平台 有 Ion Torrent PGM (Personal Genome Machine) 和 Ion Proton 两 种 测序 仪 。PCM 有 3 
种 芯片 可 供 选择 ,Ion Proton. 目前 仅 有 PI 芯片 。 芯 片 技术 的 发 展 使 测序 仪 2 h 碱 基 产 量 从 10 Mb 提升 到 10 
Gb。 伴 随 着 试剂 的 优化 和 测序 通 量 的 提高 ,Ion Torrent 读 取 长 度 也 从 2011 年 的 200 bp 提升 到 目前 的 400 bpo 
不 断 提高 的 蕊 片 密度 、 读 取 长 度 和 优化 的 数据 处 理 方式 ,将 使 Ion Torrent 的 测序 通 量 在 不 久 的 将 来 进一步 提 
BRI), 


3&1 Roche 454 Ilumina 和 Ion Torrent 常用 高 通 量 测 序 平台 主要 技术 参数 和 测序 通 量 


Table 1 Technological and data output specifications of Roche 454, Ilumina and Ion Torrent NGS platforms 


公司 平台 模板 制备 测序 方法 错误 类 型 运行 时 间 数据 量 
Company Platform Template preparation Sequencing chemistry Error type Run time Throughput 
Roche 454 GS Junior 微 磁 珠 乳 滴 PCR 焦 磷酸 测序 法 插入 缺失 10h 35MB 
454 FLX Titanium 10h 450MB 
454 FLX+ 23h 700MB 
Illumina Tlumina GAIIx 流动 槽 桥 式 PCR 可 逆 终 止 子 合成 测序 法 替换 6d IT 
Illumina Hiseq 2500 6d 1T 
Illumina Hiseq 4000 3.5d 1.5T 
Illumina Miseq 2.5d 15G 
Ion Torrent Ion PGM (316 Chip) ” 微 磁 珠 乳 滴 PCR 半导体 化 学 合成 测序 法 替换 4.9h 600MB 
Ion PGM (318 Chip) 7.3h 2G 
Ion Proton ( PI Chip) 4h 10G 


14 第 三 代 测 序 技术 

Roche 454 „Illumina 和 Ion Torrent 为 代表 的 这 些 平台 原理 各 有 不 同 , 在 通 量 \ 读 长 准确 度 .速度 和 成 本 方 
面 各 具 优 势 ,目前 已 经 广泛 地 应 用 于 各 项 研究 领域 ,并 且 在 测序 市 场 占有 绝对 优势 地 位 。 但 是 ,近年 来 基于 单 
个 分 子 信号 检测 的 单 分 子 测序 (Single Molecule Sequencing, SMS) , 或 第 三 代 测 序 (Third Generation 
Sequencing, TGS) 技 术 发 展 快速 ,这 些 新 技术 包括 PacBio 的 单 分 子 实时 测序 (Single Molecule Real-time 
Sequencing, SMRT) ,Helicos 的 真正 单 分 子 测序 (True Single Molecule Sequencing, tSMS) 和 Oxford 的 纳米 孔 测 
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图 1 Roche 454 ( A) „Ilumina (B) 和 Ion Torrent ( C)3 种 常用 高 通 量 测序 平台 工作 原理 比较 图 (改编 自 Del Chierico 55/291 ) 
Fig.1 Comparison of principle schemes from library preparation to sequencing technology among Roche 454 ( A), Ilumina (B) and Ion 


Torrent (C) (Modified from Del Chierico et al. ??! ) 
FÉ (Nanopore Sequencing) 4& 7*! , 
2 ”高 通 量 测序 在 食物 网 研究 中 的 应 用 


生态 学 是 探索 生物 与 环境 关系 的 学 科 , 而 特定 生态 系统 中 物种 间 的 食物 联系 ,或 食物 网 常 是 生态 学 人 研究 
的 重点 之 一 。 数 十 年 来 ,国际 上 植物 - 植 食性 生物 -捕食 性 生物 的 食物 网 研究 方法 主要 分 为 三 大 类 , 即 传统 方 
法 (野外 人 工 或 摄像 观察 法 .田间 笼罩 法 消化 道内 容 物 解剖 分 析 法 ) ,生化 方法 (脂肪 酸 分 析 法 、 稳 定 同 位 素 
技术 、 蛋 白质 电泳 分 析 法 ) 和 现代 分 子 方法 (多 克隆 抗体 和 单 充 隆 抗体 技术 DNA 分 子 技术 ) ,这 些 方法 针对 不 
同 环境 和 研究 对 象 各 有 其 优 缺点 .21 。 传 统 方法 直观 快速 .可 信 度 高 ,适用 简单 环境 下 大 型 动物 的 取 食 ,不 
足 之 处 是 耗 时 耗 力 , 具 有 偶然 性 ;生化 分 析 方法 相对 简便 ,效率 高 ,适用 于 多 种 生态 系统 ,缺点 是 不 同 生物 之 间 
成 分 的 组 成 和 重合 ,样品 的 处 理 方式 等 都 会 影响 准确 评估 摄食 信息 ; 狂 物 蛋白 抗体 技术 相对 比较 准确 .甚至 可 
以 制作 特定 发 育 阶段 的 单 克隆 抗体 ,适合 研究 某 种 或 几 种 特定 猎物 的 捕食 者 ,劣势 之 处 是 抗体 制备 繁琐 .需要 
特殊 细胞 和 组 织 培养 系统 , 耗 时 长 ,成 本 高 。 近 来 , 随 着 物种 分 子 鉴 定 技术 的 发 展 和 NCBI, BOLD 等 数据 库 的 
丰富 完善 ,DNA 分 子 追 踪 食物 链 和 食物 网 正成 为 分 子 生态 学 营养 关系 研究 的 主流 方法 。 


http ://www.ecologica.cn 


2534 E dm 学 R 37 卷 


基于 高 通 量 测序 的 DNA metabarcoding 分 子 解析 食物 方法 不 受 猎物 种 类 限制 ,尤其 适合 研究 陆地 和 海洋 
等 自然 生态 系统 中 具有 不 同 生 物 学 和 生态 学 特性 的 广 食性 动物 不 同时 空 条 件 下 的 复杂 食物 网 结构 .时 空转 换 
和 食物 资源 分 配 等 。 目 前 ,该 方法 已 广泛 应 用 于 捕食 者 -猎物 和 植 食 者 -寄主 植物 食物 链 研 究 ,进而 可 以 组 合 
开展 食物 网 的 研究 ,如 基于 消化 道内 容 物 或 郑 便 DNA. 研究 动物 的 食性 以 及 在 生态 系统 中 的 作用 '“ TUS, X 
技术 不 仅 可 以 通过 计算 测序 产生 序列 的 种 类 数 定性 和 比较 不 同 食物 序列 的 相对 丰 度 定量 分 析 食物 网 内 不 同 
物种 之 间 的 关系 全 3 ,而 且 可 以 分 析 不 同时 空 尺度 下 的 食物 网 结构 特征 和 食物 转换 ,以 解决 生态 学 .生物 进 
化 .生物 保护 和 种 群 群落 构建 恢复 等 方面 的 问题 “ ”i 。 例 如 ,高 通 量 测序 通过 对 不 同 广 食性 捕食 者 或 植 食 者 
样品 消化 道内 容 物 或 闭 便 样品 进行 PCR 扩 增 时 在 引物 的 5 末端 加 上 由 不 同 碱 基 组 成 的 多 重 识别 标签 
( Multiplex Identifier Sequences, MIDs) ,就 能 在 一 次 测序 中 对 不 同 来 源 ,不 同 种 类 的 广 食性 动物 的 各 种 猎物 残 
留 或 寄主 植物 目标 序列 进行 测序 分 析 , 既 节 约 了 时 间 、 人 力 和 物力 ,又 避免 了 污染 ,具有 简便 .快速 和 信息 量 
等 特点 .3 。 分 子 生态 学 杂志 在 2014 4E 8 月 出 版 了 专刊 ,对 该 技术 的 研究 和 分 析 方 法 以 及 应 用 领域 进行 了 
Ju HEUS, 
2.4 捕食 性 脊椎 动物 
Deagle 45.5 通过 Roche GS-FLX 平台 研究 了 澳大利亚 塔 斯 马 尼 亚 岛 3 个 不 同 海域 的 南非 海狗 
Arctocephalus pusillus doriferus 的 270 4j 236 f FÉ 7& : 结果 显示 南非 海狗 的 主要 狂 物 为 新 西 兰 红 珍 珠 鱼 
Emmelichthys nitidus F ANTIE Trachurus declivis ,并 且 发 现 以 前 不 被 重视 的 澳洲 鱼 Scomber australasicus 也 
是 其 重要 猎物 ,这 是 宏 条 形 码 技术 在 捕食 性 动物 食物 网 研究 中 的 第 一 次 应 用 ,从 而 使 得 对 大 规模 的 野生 动物 
的 食物 组 成 的 研究 成 为 可 能 。 
) 本 土 珍稀 物种 的 保护 和 培育 甚至 迁 地 保护 是 生物 保护 的 重要 内 容 。Brown 等 : 汶 通 过 Roche 454 测序 研 
> 究 毛 里 求 斯 马 埃 堡 自然 保护 区 本 十 珍稀 物种 蜥 网 Leiolopisma telfairii HL E2888 Suncus Murinus 的 猎物 谱 及 
e 资源 分 配 ,结果 表明 尽管 两 种 捕食 者 不 存在 种 间 捕 食 ,但 食物 网 分 析 和 Pianka 生态 位 重 登 指数 表明 这 两 种 捕 
食 者 存在 很 高 程度 的 猎物 重大 和 较 强 的 猎物 资源 竞争 ,清除 外 来 入 侵 的 网 凡 应 是 保护 蜥 蝎 的 首要 措施 。 
蝙 量 是 许多 农林 及 卫生 害虫 的 天 敌 ,也 是 种 子 的 传播 者 和 花粉 的 传授 者 ,在 生态 系统 占据 独特 的 生存 空 
间 , 因 此 研究 和 保护 蝙蝠 在 维护 生态 环境 中 具有 十 分 重要 的 意义 。Clare 4x 55] 基于 Ton Torrent PGM 测序 平 
— 00 台 , 结 合 316 芯片 研究 了 加 拿 大 安大略 省 剑桥 市 郊 森林 斑 块 大 棕 蝠 Eptesicus fuscus 不 同时 间 狂 物 的 多 样 性 及 
-三 。 猜 物 转换 ,表明 大 棕 蝠 对 甲虫 捕食 率 最 高 ,其 猎物 谱 中 鳞 翅 目 具有 最 高 的 多 样 性 ,猎物 种 类 组 成 在 不 同年 份 和 
加 季节 变化 很 大 ,但 鳞 怒 目 和 蝶 蟒 目 是 其 恒定 的 猎物 成 分 ,猎物 多 样 性 随 着 昆虫 多 样 性 的 减少 而 增加 。 这 说 明 
当 狂 物资 源 有 限时 ,大 棕 蝙 可 以 改变 摄食 策略 以 维持 其 生态 稳定 性 。 
2.2 植 食性 疹 椎 动物 
海岛 为 许多 濒危 鸟 类 提供 了 栖息 环境 ,但 是 对 外 来 物种 可 能 是 脆弱 的 生态 系统 。Ando 等 “通过 扩 增 植 
物 叶 绿 体 tRNA L(trnL) 基因 条 形 码 结合 Roche 454 焦 磷 酸 测序 研究 了 日 本 小 笠原 诸 岛 濒危 黑 林 蚤 Columba 
janthina nitens 在 不 同 岛 屿 和 不 同时 间 的 食物 谱 及 食物 转换 ,结果 发 现 黑 林 铅 更 喜欢 取 食 外 来 植物 ,因此 建议 
在 清除 外 来 植物 和 保护 本 岛 植 物 之 间 应 该 有 个 权衡 ,以 保持 黑 林 铝 的 食物 资源 。 
人 类 活动 造成 的 森林 景观 碎片 化 极 大 地 影响 了 灵 长 类 动物 的 栖息 。Quéméré 等 利用 Humina Genome 
Analyzer Ix 平台 结合 metabarcoding 技术 对 马达 加 斯 加 岛 达 赖 纳 地 区 濒临 灭绝 的 金冠 晃 狐 猴 Propithecus 
tattersalli 的 食性 进行 研究 ,发 现金 冠冕 狐 猴 的 食谱 里 至 少 有 130 种 植物 ,并 且 在 森林 边缘 生活 的 金冠 网 狐 猴 
食物 中 发 现 许 多 栽培 和 野生 的 植物 种 类 ,表明 多 样 性 的 食谱 有 利于 狐 猴 灵活 改变 食物 结构 应 对 栖息 地 的 改变 
和 环境 的 变化 。 
Kartzinel 4& 9" 3l jf Ilumina HiSeq 2500 平台 结合 DNA Metabarcoding 技术 ,应 用 相对 读 长 丰 度 (Relative 
Read Abundance, RRA) 比较 人 研究 了 肯尼亚 南部 非洲 热带 稀 树 草原 民 氏 小 羚 Madoqua guentheri , 非洲 象 
Loxodonta africana ,平原 斑马 Equus quagga, 细 纹 斑马 Equus grevyi, 非 洲 水 牛 Syncerus caffer , RAF Bos indicus 和 
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高 角 羚 Aepyceros melampus 等 7 种 大 型 食 草 动物 的 食谱 宽度 ARMER, WARA , 食 草 的 两 种 斑马 食物 
中 99% 以 上 的 序列 都 是 禾 本 科 植 物 ,而 食 嫩 叶 的 民 氏 小 羚 食 物 中 禾 本 科 植 物 却 不 足 1% , 同一 种 食 草 动物 食 
物 谱 相似 , 而 不 同 种 食 草 动物 具有 更 加 分 化 的 食物 谱 , 因 此 植物 种 类 的 多 样 性 为 维持 非洲 草原 食物 谱 分 化 的 
大 型 食 草 动物 的 多 样 性 商定 了 基础 。 

23 捕食 性 无 脊椎 动物 

Boyer 4& 7*! jl; f] Roche 454 焦 磷酸 测序 技术 结合 蝗 颗 的 组 特异 性 引物 研究 了 46 头 濒危 的 软体 动物 蜗牛 
Powelliphanta augusta 捕食 星 果 的 食物 谱 , 分 析 了 蜗牛 与 不 同 生 物 学 特性 是 颗 的 生态 联系 ,并 提出 了 保护 迁移 
蜗牛 的 建议 。 

评价 农业 生态 系统 中 捕食 性 天 敌对 害虫 的 控制 作用 是 生态 学 研究 的 重要 课题 ,也 是 实施 害虫 综合 治理 防 
治 策略 的 基础 。 研 究 农业 生态 系统 内 某 种 捕食 者 是 否 影 响 目 标 猎 物 的 种 群 动态 ,并 不 能 仅仅 简单 地 通过 捕食 
者 的 捕食 率 来 计算 。Pifiol 55385: Ion Torrent PGM 测序 平台 研究 了 英国 燕麦 田 退 蛛 Oedothorax fuscus 的 猫 
物 谱 , 高 通 量 测序 生成 200 万 条 读 长 ,去 掉 无 效 和 捕食 者 本 身 读 长 , 剩 下 6 万 多 条 有 效 读 长 ,有 效 读 长 中 比较 
丰富 的 是 弹 尾 目 、 鳞 翅 目 、 双 友 目 和 线虫 的 序列 ,也 包含 了 蚜虫 和 集团 内 捕食 (Intraguild Predation, IGP ) 而 残 
留 的 蜂 蛛 的 序列 。 结 果 表 明 , 广 食性 天 敌 亚 蛛 0. fuscus 具有 宽广 的 猎物 谱 。 

通过 提高 种 植 园 植 物 多 样 性 ,为 广 食性 捕食 者 提供 蔡 代 猎物 ,以 增加 捕食 者 的 密度 来 增强 天 敌对 农业 害 
虫 的 自然 调控 作用 ,是 生态 调控 农业 生产 的 重要 组 成 部 分 。Mollot E Xt T- F4 A £& Dd T5 JC IJI]. mini- 
barcodes 数据 库 和 Roche 454 高 通 量 测序 平台 ,通过 建立 种 植 牧草 伏 生 辟 形 草 Brachiaria decumbens WJ i R Ed 
和 对 上 照 园 比 较 的 方式 , 比较 了 两 种 类 型 实验 田 捕 食性 天 敌 的 猎物 选择 及 对 主要 害虫 香蕉 象 甲 Cosmopolites 
sordidus 控制 作用 。 结 果 表 明 因 为 广 食性 捕食 者 转向 捕食 蔡 换 猎物 , 香 兢 园 种 植 牧 革 对 天 敌 调 控 害虫 种 群 可 
能 有 负 作 用 。 

2.4 植 食性 无 脊椎 动物 

Valentini 等 ”设计 了 扩 增 植物 叶绿体 tRNA L(irnL) 基因 条 形 码 的 通用 引物 ,结合 Roche 454 测序 研究 了 
Se AES Chorthippus biguttulus ,北京 棱角 Gomphocerippus rufus ,智利 螺旋 蜗牛 Helix aspersa ,鼻涕 虫 Deroceras 
reticulatum 和 Arion ater 等 动物 的 36 份 装 便 样品 ,解析 了 这 些 植 食性 动物 的 食物 谱 ,结果 表明 大 约 50% 的 植物 
可 以 鉴定 到 种 ,这 也 是 宏 条 形 码 技术 在 植 食性 动物 食物 研究 中 的 第 一 次 应 用 ,为 研究 植 食性 动物 食物 谱 和 资 
源 分 配 提供 了 切实 可 行 的 方法 。 

Kajtoch-?! ii jx. ABI Sanger 测序 和 高 通 量 测序 平台 Illumina MiSeq 解析 了 波兰 中 南部 ,波兰 北部 乌克兰 
西部 和 斯 洛 伐 克 - 摩 拉 维 亚 地 区 四 个 地 理 种 群 干 热 象 甲 Centricnemus leucogrammus 寄主 植物 的 rbcL( 1,5-— 8 
酸 核 酮 糖 凑 化 酶 的 大 亚 基 基 因 ) 和 trnL 两 种 基因 的 条 形 码 ,比较 了 这 两 种 测序 技术 对 基于 rbcL 和 irnL 两 种 基 
因 条 形 码 的 寄主 植物 解析 深度 ,并 分 析 了 这 4 个 地 理 种 群 的 寄主 植物 范围 。 研 究 表明 lumina 高 通 量 测序 比 
Sanger 传统 测序 具有 更 详尽 的 解析 度 ; 并 且 , 基 于 rbcL 和 trnL 双 基 因 条 形 码 系统 能 为 研究 植 食 者 的 寄主 植物 
(至 少 鉴定 到 属 ) 提供 足够 的 信息 ;4 个 不 同 地 理 种 群 的 干 热 象 甲 食物 谱 并 不 相同 ,这 可 能 反应 了 干 热 象 甲 的 
地 理 种 群 的 生态 适应 和 遗传 隔离 ,为 保护 稀有 和 濒危 物种 提供 了 借鉴 。 

研究 直 翅 目 昆 虫 单 食性 到 广 食性 的 宽广 食物 谱 有 助 于 我 们 探究 植 食性 昆虫 食性 的 分 化 和 进化 。 通 常 认 
为 蝗 科 的 北方 绿 带 蝗 Chortophaga viridifasciata 是 禾 草 性 植 食 者 , 赤 腿 蝗 Melanoplus femurrubrum 是 杂 草 性 植 食 
者 ,而 黑 带 双 蝗 Melanoplus bivittatus 和 卡罗来纳 蝗 Dissosteira carolina. 是 混合 性 植 食 者 。McClenaghan 45 ^?! 基 
F Illumina MiSeq 平台 通过 扩 增 野外 采集 的 这 4 种 蝗虫 的 消化 道内 容 物 的 rbcL 基因 ,运用 DNA metabarcoding 
技术 研究 了 这 四 种 蝗虫 的 食性 。 结 果 证 实 黑 带 双 蝗 和 卡罗来纳 蝗 是 混合 性 植 食 者 ,北方 绿 带 蝗 是 禾 草 性 植 食 
者 ,而 赤 腿 蝗 消化 道内 既 有 亲 草 也 有 禾 本 科 植 物 ,揭示 了 这 些 蝗虫 种 间 存 在 食物 资源 竞争 。 
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3 ”总 结 与 展望 


3.1 存在 的 问题 

尽管 近年 来 基于 高 通 量 测序 技术 的 DNA. metabarcoding 技术 解决 了 全 面 分析 捕 食 者 / 植 食 者 食物 链 和 食 
物 网 的 技术 障碍 ,从 而 发 展 成 为 分 子 生态 学 研究 中 一 个 十 分 活路 的 领域 ,但 是 其 结果 的 可 靠 性 仍 受 多 方面 因 
素 的 影响 : 

(1) 目的 基因 的 选择 ”细胞 内 多 拷贝 的 动物 线粒体 基因 组 和 植物 叶绿体 基因 组 具有 保守 的 结构 和 大 小 ， 
因此 适合 作为 动物 分 子 鉴定 和 植物 分 子 鉴 定 的 标记 玉 : 。 但 是 ,动物 体 的 线粒体 基因 组 转移 至 细胞 核 的 线 
粒 体 假 基 因 (Nuclear Mitochondrial-like Sequences, NUMTs) .内 共生 菌 干扰 、 线 粒 体 DNA 的 多 态 性 和 异 质 性 可 
影响 物种 的 鉴定 和 系统 发 育 的 构建 “”;。 

(2) 基因 区 域 的 选择 ”动物 线粒体 基因 组 DNA. 主要 选择 在 COI,16S 等 区 域 ,而 COI 的 658bp 长 的 DNA 
条 形 码 ( DNA. Barcoding) 区 域 是 动物 分 类 鉴定 最 常用 的 区 域外 ,也 具有 包括 NCBI 和 BOLD. ( www. 
boldsystems.org) 等 丰富 的 数据 库 资源 ,但 COI 基因 进化 速率 的 差异 使 其 在 一 些 类 群 中 缺乏 鉴定 能 力 , 因 此 
有 时 需要 多 基因 条 形 码 鉴 定 系统 。 同 时 ,植物 叶绿体 DNA 主要 选择 在 rbcL, matK ( Wr i iif i Ro 4E 
(mK) 的 内 含 子 ) ,trnH-psbA 3 个 条 形 码 片段 及 近来 发 现 的 植物 核糖 体 ITS 条 形 码 片段 ,同样 对 于 困难 类 群 ， 
很 多 学 者 建议 使 用 多 个 条 形 码 协同 鉴定 : 1 。 

(3) 引物 的 选择 和 评估 ”由 于 消化 道 残 留 或 类 便 是 降解 的 短片 段 DNA ,因此 metabarcoding 分 析 其 多 样 
性 时 常用 兼并 的 扩 增 短片 段 的 通用 引物 , 而 通用 引物 的 选择 或 组 合 . 扩 增 偏向 性 . 扩 增 成 功率 和 扩 增 片段 的 分 
状 率 等 都 会 导致 稀有 的 或 者 难 扩 增 物种 的 数据 丢失 或 失真 等 错误 ,从 而 影响 到 对 捕食 者 和 植 食 者 与 其 食物 间 
数量 关系 的 解析 ,因而 尚 需 在 进一步 明确 这 些 因 素 与 扩 增 效率 关系 的 基础 上 完善 食物 网 关系 的 定量 分 析 
方法 于 

(4) 阻止 扩 增 捕食 者 本 身 的 特异 性 阻 断 引 物 ( Blocking primers) 的 使 用 “研究 未 解 训 小 型 捕食 性 节肢 动 
物 的 猎物 时 ,未 添加 阻 断 引 物 的 情况 下 ,会 产生 大 量 捕 食 者 本 身 的 序列 ,有 时 即使 在 阻 断 引 物 存 在 的 情况 下 ， 
AI, DRE DUE TH. LE 567 。 

(5) 公共 数据 平台 DNA. 条 形 码 参考 数据 库 的 不 尽 完善 ”生物 DNA. 条 形 码 是 建立 在 物种 形态 分 类 基础 
上 的 分 子 鉴定 ,生物 形态 特征 的 可 塑性 和 遗传 多 样 性 直接 影响 基于 传统 形态 分 类 的 生物 鉴定 ,而 当前 训练 有 
素 的 分 类 学 家 越 来 越 少 ,形态 分 类 学 工作 又 不 可 避免 地 会 遇 到 人 为 的 错误 及 其 他 无 法 克服 的 困难 ,因此 形态 
分 类 和 系统 分 类 的 发 展 研究 水 平 将 直接 影响 物种 的 传统 分 类 鉴定 ,进而 影响 其 构建 物种 DNA 条 形 码 标准 数 
据 库 ,物种 信息 库 \ 信 息 共享 和 应 用 '*” 。 

(6) 生物 信息 学 专家 和 人 才 的 短缺 ”高通 量 测序 技术 产生 的 海量 数据 的 整合 和 分 析 在 生物 研究 中 发 挥 
着 关键 作用 ,而 动物 食物 网 海量 数据 的 分 子 解析 不 仅 需 要 前 期 生态 学 .分 类 学 工作 者 的 基础 工作 ,更 需要 后 期 
生物 信息 学 工作 者 的 储存 检索 .处理 和 分 析 以 揭示 大 量 而 复杂 的 生物 数据 所 赋 有 的 生态 学 奥秘 !“ 。 

3.2 展望 

从 复杂 的 野外 观察 .摄像 到 室内 的 消化 道内 容 物 解剖 分 析 , 从 脂肪 酸 、 同 位 素 标 记 的 生化 分 析 到 猎物 蛋白 
特异 的 抗体 技术 ,从 普通 PCR .定量 PCR 再 到 基于 高 通 量 测序 的 宏 条 形 码 技术 ,捕食 性 和 植 食 性 动物 的 食物 
链 和 食物 网 研究 发 展 的 每 一 步 都 离 不 开 科学 的 发 展 和 技术 的 创新 029095, 尽管 基于 高 通 量 测序 数据 的 
metabarcoding 方法 还 存在 一 些 问题 ,如 扩 增 区 域 的 选择 .引物 的 选择 或 组 合 .PCR 的 偏好 性 、 扩 增 效 率 的 差 
异 、 读 长 的 清晰 度 或 解析 度 和 数据 库 的 完善 度 等 .$$ ,但 随 着 高 通 量 测序 技术 的 发 展 和 不 断 完善 ,尤其 是 测 
序 通 量 的 增加 、 读 长 的 增长 .信息 储备 量 的 增 大 测序 成 本 的 降低 、 数 据 分 析 软 件 的 优化 以 及 生物 条 形 码 的 发 
展 和 基因 数据 库 资源 的 丰富 “91 ,特别 是 近年 来 发 展 的 无 偏见 精确 定量 的 PCR-free 深度 鸟 枪法 测序 (Shot- 
gun Sequencing)'“ "和 线粒体 捕获 富 集 深度 测序 多 样 性 评估 技术 '” ,都 将 为 高 通 量 ,准确 .快速 和 低 成 本 的 


http ://www.ecologica.cn 


0325v1 


.0 


704 


:201 


IV 


" 


aX 


L 


hir 


CI 


HH 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


王 雪 亨 ”等 :高 通 量 测序 及 其 在 食物 网 解析 中 的 应 用 进展 2537 


全 面 深入 研究 捕食 性 和 植 食性 动物 的 食物 网 提供 更 理想 的 资源 和 平台 ,为 进一步 应 用 高 通 量 测序 探索 捕食 性 
和 植 食性 动物 的 猎物 /寄主 范围 ,猎物 /寄主 转换 ,生物 防治 .资源 分 配 . 生 物 保 护 .生态 工程 等 生态 恢复 提供 技 
术 支 撑 和 理论 基础 ms 。 
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